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ABSTRAKT 
Bakalářská práce se zabývá studiem vlivu exogenních stresových faktorů na produkci 
biomasy a pullulanu mikroorganismem Aureobasidium pullulans. V práci byla zpracována 
literární rešerše zaměřená na přehled stresových faktorů, producenty pullulanu a na jeho 
strukturu, funkci a technologické využití. V rámci experimentální části práce byla stanovena 
růstová charakteristika mikroorganismu Aureobasidium pullulans a produkce pullulanu 
během růstu v optimálních podmínkách a v prostředí obsahujícím stresový faktor. Snížená 
dostupnost kyslíku měla za následek pokles produkce biomasy. Organismus se proti tomuto 
stresu bránil zvýšenou produkcí pullulanu. Při chemickém stresu s přídavkem NaCl byla 
výrazně ovlivněna hlavně produkce biomasy. Nejvyšší produkce pullulanu byly stanovena při 
koncentraci 15 g/l NaClv produkčním médiu. V přítomnosti ethanolu docházelo k výraznému 
poklesu růstu biomasy a u vyšších koncentraci k zastavení produkce pullulanu. V případě 
peroxidového stresu nebyly zaznamenány v produkci pullulanu žádné výrazně změny. Kratší 
expozice a nižší koncentrace těžkých kovů (Cr(III), Se(IV)) vykazovaly lepší vliv na produkci 
pullulanu a biomasy než dlouhodobý efekt.  
 
ABSTRACT 
Bachelor's thesis is focused on study of influence of exogenous stress factors on biomass 
and  pullulan production by microorganism Aureobasidium pullulans. As a part of this work 
an overview of stress factors, pullulan producers, its structure, function and technological use 
was introduced. In the experimental part growth characteristics of Aureobasidium pullulans 
and pullulan production during growth in optimum conditions and under stress were analyzed. 
The reduced availability of oxygen resulted in a decrease of biomass production accompanied 
by increased pullulan production. Chemical stress induced by NaCl significantly affected 
mainly biomass production. The highest production of pullulan was found at 15 g / l of NaCl. 
Ethanol stress exhibited growth inhibition and at higher concentration also lack of pullulan 
production. Peroxid stress exhibited no effect on pullulan production. Short-time exposure to 
low heavy metal concentration (Se(IV), Cr(III)) influenced pullulan production more 
positively than long-term effect. 
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1 ÚVOD  
Hlavním mikrobiálním producentem pullulanu je kvasinkovitý mikroorganismus 
Aureobasidium pullulans, který se běžně vyskytuje v okolním prostředí. Velmi často ho 
najdeme na listech rostlin, květech a plodech.  Aureobasidium je bohaté na různé hydrolytické 
enzymy, čehož se využívá v praxi. Složí také jako modelový mikroorganismus pro testování 
toxických účinků různých kovů. Extracelulární polysacharid pullulan byl poprvé izolován a 
charakterizován  v roce 1958 a od roku 1976 je jeho hlavním komerčním výrobcem japonská 
společnost Hayashibara. Pullulan a jeho deriváty mají širokou škálu použití v potravinářství, 
zdravotnictví, farmacii a v mnoha dalších obchodních a průmyslových oblastech. I přes velký 
počet hodnotných aplikací však komerčnímu užívání pullulanu brání jeho vysoká cena, která 
je dána obtížemi při produkci a izolaci, jako je viskozita média, nízká výtěžnost produktu, 
pigmentace a degradace. Proto se různé studie zaměřují na optimalizace podmínek biosyntézy 
pullulanu za účelem dosažení vysokých výtěžků. Na produkci pullulanu má vliv mnoho 
faktorů. Mezi tyto faktory patří napřiklad teplota, pH, množství rozpuštěného kyslíku, složení 
substrátu, míchání, vlastní mikroorganismus, tj, použitý kmen a další. Důležitým parametrem 
v produkci pullulanu je i jeho molekulová hmotnost, která se také mění vlivem různých  
faktorů. Předložená bakalářská práce byla zaměřena na studium produkce pullulanu 
mikroorganismem Aureobasidium pullulans v optimálních podmínkách i v přítomnosti 
několika vybraných exogenních stresových faktorů. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Využití stresu k řízení produkce pullulanu  
Životní činnost mikroorganismů i jejich vývoj jsou závislé na vnějším prostředí. Aby se 
mohly mikroorganismy rozmnožovat, musí být v prostředí dostatečné množství surovin pro 
syntézu buněčné hmoty, zdroj využitelné energie a vhodné fyzikální, chemické i biologické 
podmínky. Mikroorganismy jsou ovšem schopny se vnějšímu prostředí přizpůsobit, a to nejen  
změnou svého enzymového vybavení, ale mohou do určité míry změnit i složení a tvar svých 
buněk. Mohou také ovlivnit některé podmínky ve svém nejbližším okolí, např. změnou pH. 
Všechny tyto schopnosti mikroorganismů jsou ale omezeny určitou hranicí, za kterou dochází 
k zastavení růstu nebo usmrcení buňky [1]. 
2.2 Přehled stresových faktorů 
2.2.1 Teplotní stres  
Teplota prostředí je jedním z hlavních faktorů, které ovlivňují rychlost rozmnožování 
mikroorganismů a možnosti jejich života. U každého mikroorganismu rozeznáváme tři 
základní teplotní body: minimální teplota, tj. nejnižší teplota při níž se daný mikroorganismus 
rozmnožuje ještě zjistitelnou rychlostí. Optimální teplotou je bod, při kterém se 
mikroorganismy rozmnožují největší rychlostí a maximální teplota je nejvyšší teplota při 
které je ještě daný mikroorganismus schopen se rozmnožovat [1]. 
Podle vztahu k teplotě se mikroorganismy dělí na psychrofilní, mezofilní a termofilní. U 
psychrofilních mikroorganismů se optimální teplota pohybuje mezi 5 a 18 °C. U mezofilních 
organizmů se tato teplota pohybuje kolem 30°C. Termofilní mikroorganismy mají optimální 
teplotu 45°C a nebo vyšší [1]. Minimální teplota pro mikroorganismus Aureobasidium 
pullulans jsou 2°C, maximální teplota je 35°C a optimální teplotou je 25°C [2]. Optimální 
teplota pro rozmnožování se však nemusí vždy shodovat s optimální teplotou pro ostatní 
životní procesy buňky, tedy i pro tvorbu některých produktů metabolismu [1].  Optimální 
teplota pro produkci pullulanu se liší i u různých kmenů a pohybuje se v rozmezí 24-30°C. [3]   
Teploty nižší než minimální teplota růstu přežívá většina mikroorganizmů poměrně 
dlouhou dobu. Jestliže se však intenzivně rozmnožující buňky přenesou z optimální teploty na 
teplotu blízkou 0°C, dochází k tzv. chladovému šoku, který se projevuje ztrátou 
životaschopnosti velkého podílu populace. Naopak krátkodobé zvýšení teploty nad maximální 
teplotu vyvolává teplotní šok, který vede k různým výkyvům metabolizmu. Přitom se 
syntetizují tzv. proteiny teplotního šoku („heat shock proteins“, HSPs), které se ředí mezi 
stresové proteiny. Těmito proteiny se rozeznávají anomální proteiny tvořené při stresu a 
zajišťuji se jejich rychlé odbourání. Dnes je známo několik typů těchto proteinů. HSP 
proteiny se syntetizují i za optimálních podmínek, ale plní zde jiné důležité funkce. Za 
stresových podmínek se jejich syntéza zvýší, takže mohou vykonávat i antistresové 
funkce [1].  
2.2.2 pH prostředí 
Každý mikroorganismus se může rozmnožovat pouze v určitém rozmezí pH. Extrémní pH 
může mikroorganismy usmrtit. Bakterie rostou v neutrálním nebo slabě alkalickém prostředí, 
kvasinky vyžadují pro růst kyselé prostředí (nejčastěji 4,2 – 4,5)  a u plísní se optimum 
většinou pohybuje poblíž neutrálního bodu, ale mohou se rozmnožovat ve velmi širokém 
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rozmezí. Vnější pH neovlivňuje jenom růst mikroorganismů, ale také regulační procesy 
metabolismu a to vede ke změně poměru jeho hlavních produktů. V extrémním prostředí si 
mikroorganismy samy upravují pH směrem k optimální hodnotě. Vodíkový kation a 
hydroxylový anion nemohou volně difundovat cytoplazmatickou membránou, a tak se 
dostávají do i z buněk pouze prostřednictvím vratného aktivního transportu. Proto tyto ionty 
ovlivňují především aktivitu extracelulárních enzymů a funkci cytoplazmatické membrán, 
tj. především mechanizmy transportu látek [1].   
pH prostředí ovlivňuje také odolnost buněk ke zvýšeným teplotám Vnitrobuněčné pH se 
v souvislosti se změnou vnějšího pH mění poměrně málo [1,4]. Vliv pH na produkci 
pullulanu je jen velmi malý. Optimální pH pro produkci pullulanu mikroorganismem 
Aureobasidium pullulans je 4,5 [3,5]. 
2.2.3 Vodní aktivita 
Veškeré chemické reakce v živé buňce probíhají ve vodném prostředí, a proto zde voda 
musí být přítomna v dostatečném množství. Dostatečné množství vody musí být obsaženo 
také ve vnějším prostředí, aby buňka neztratila vnitrobuněčnou vodu a možnost 
metabolismu [1]. 
2.2.4 Oxidoredukční potenciál 
Oxidačně redukční potenciál je dán přítomností oxidačních nebo redukčních činidel. Silně 
oxidační látky (kyslík, peroxidy) vytvářejí pozitivní oxidoredukční potenciál, kdežto silně 
redukující látky (železnaté ionty, vodík) vedou k negativnímu potenciálu. Mikroorganismy se 
značně liší svým vztahem ke kyslíku. Aerobní mikroorganismy vyžadují přítomnost 
rozpuštěného kyslíku, tedy pozitivní oxidačně redukční potenciál. U některých aerobních 
mikroorganismů se optimální oxidačně redukční potenciál pro růst liší s optimem pro tvorbu 
některých produktů metabolismu. Na anaerobní mikroorganismy působí kyslík a pozitivní 
oxidačně redukční potenciál škodlivě, a v některých případech vede až k usmrcení buněk [1]. 
2.2.5 Povrchové napětí 
Povrchově aktivní látky se hromadí na rozhraní dvou fází, tedy i na povrchu buněk 
mikroorganismů v kapalném prostředí. Přispívají tak k lepšímu rozptýlení buněk v médiu a 
zlepšují příjem živin i exkreci produktů metabolismu buňkou. Proto urychlují růst některých 
velmi pomalu se rozmnožujících mikroorganismů. Avšak ve vyšších koncentracích způsobují 
denaturaci bílkovin, poškozují cytoplazmatickou membránu, pronikají do buněk a ovlivňují 
jejich metabolismus [1,4].  
2.2.6 Vliv záření 
Elektromagnetické vlnění různých vlnových délek se značně liší svým fyziologickým 
účinkem na mikroorganismy.  Vlnění o nejdelších vlnových délkách , tj, infračervené záření a 
Hertzovy vlny nemají samy o sobě vliv na mikroorganismy, ale působí pouze svými 
tepelnými účinky. Viditelné světlo se uplatňuje především jako zdroj energie fototrofních 
mikroorganismů. Viditelné světlo ovlivňuje také aktivitu řady dalších mikroorganismů, a to 
pozitivně i negativně. Ultrafialové záření má silné mutagenní a letální účinky na 
mikroorganismy, proto se používá pro sterilizaci vzduchu, povrchovou sterilizaci předmětů a 
pracovních ploch [1].  
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Odolnost k účinkům UV záření se však u různých mikroorganismů liší. Vyšší odolnost 
mají barevné mikroorganismy. Hlavní příčina jeho účinku spočívá v tvorbě kovalentních 
vazeb mezi sousedními pyrimidiny nukleových kyselin, zejména dochází k tvorbě Sumerů 
thyminu. Kromě přímého působení na nukleové kyseliny škodí UV záření vznikem toxických 
peroxidů či ozónu a způsobuje snížení odolnosti buněk vůči dalším stresovým faktorům, jako 
je teplota, ethanol, či obsah soli v prostředí [1]. 
Záření o kratších vlnových délkách jako Rentgenovo záření, γ-záření a kosmické záření 
mají také silné mutagenní a letální účinky na mikroorganismy, ale mají také vysokou 
pronikavost. β-záření má na mikroorganismy podobné účinky, ale jeho pronikavost hmotou je 
mnohem menší. Účinky těchto záření jsou ovlivňovány daným mikroorganismem a hlavně 
okolním prostředí. [1,4]. 
2.2.7 Hydrostatický tlak 
Mikroorganismy se většinou rozmnožují za normálního atmosférického tlaku. Zvýšením 
tlaku  na 10 až 20 MPa se obyčejně rozmnožování mikroorganismů zpomaluje a při tlaku 
30 až 40 MPa se rozmnožování většiny mikroorganizmů zcela zastaví. K jejich usmrcení je 
však zapotřebí obrovského tlaku 600 až 700 MPa, přičemž doba působení záleží na typu 
mikroorganismu. Pomalému snižování či zvyšování tlaku se mikroorganismy dobře 
přizpůsobují, ale prudké nebo opakované změny hydrostatického tlaku působí škodlivě [1]. 
2.2.8 Ultrazvuk 
Zvukové vlny o frekvenci vyšší než 20 kHz  působí na mikroorganismy letálně. Zvukové 
vlny způsobují prudkou pulsaci buněčných membrán a plazmy, čímž se místy opakovaně 
silně snižuje nebo zvyšuje tlak. V místech o nízkém tlaku se tvoří trhliny, kam difundují 
plyny rozpuštěné v kapalině. Při náhlém stlačení těchto kavitačních bublin vzniká obrovský 
tlak, který porušuje buňky a usmrcuje je [1]. Tento jev není častý u kvasinkových buněk, u 
kterých účinek ultrazvuku ovlivňuje spíše denaturaci enzymů. Naopak ultrazvuk o nízké 
intenzitě způsobuje masivní průnik substrátu do buněk a stimuluje  transport metabolitů do 
vnějšího prostředí [4]. 
2.2.9 Elektrický proud 
Střídavý elektrický proud o malé intenzitě (30 až 100 mA) nemá nepříznivý vliv na 
mikroorganismy. Někdy se naopak uvádí, že mírně stimuluje metabolismus a rychlost růstu. 
Střídavý  proud o vyšší intenzitě však již působí nepříznivě svým tepelným účinkem. 
Stejnosměrný elektrický proud nepříznivě ovlivňuje mikroorganismy svými elektrolytickými 
účinky [1]. 
2.2.10 Ethanolový stres 
Etanol je v rámci enviromentálního stresu základním stresovým faktorem působícím na 
kvasinkové buňky. Jeho vysoké koncentrace jsou produkovány především v průběhu 
fermantačního procesu a představují stresové prostředí analogické extremním hodnotám pH 
nebo teploty. Toxické působení alkoholu je hodnoceno jako multifunkční, protože  způsobuje 
nejen  inhibici  růstu  a viability kvasinek, ale ovlivňuje i různé transportní systémy   a 
biologické   procesy   často   vázané  na   membránové  lipidy a snižuje  i aktivitu klíčových 
glykolytických enzymů [6,7]. 
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Mikroogranismy  disponují rozsáhlým spektrem stresových odpovědí  a  adaptačních 
 mechanizmů schopných odstranit nebo zmírnit škodlivé účinky etanolu. Přežití 
mikroorganismů zpravidla závisí na struktuře a schopnosti efektivní obrany plazmatické 
membrány, která představuje hlavní cílovou strukturu působení etanolu. V přítomnosti 
alkoholu byla u kvasinkových buněk pozorována změna ve složení lipidů, jež zabránila 
vzniku poškození  fluidity membrány.  Reakce tohoto  typu lze zahrnout mezi adaptivní 
mechanizmy, které jsou aktivovány k účelné ochraně buňky před poškozením exogenním 
stresem. V přítomnosti etanolu ve vnějším prostředí navíc dochází k významné redukci 
intracelulární vody patřící k základním složkám buněčného metabolizmu. Stresová 
koncentrace etanolu často vyvolává reakce podobné těm, které aktivuje teplotní šok. 
Příkladem je syntéza některých typů proteinů HSP vznikajících jak účinkem etanolu, tak i při 
kultivaci za vysokých teplot. Avšak úloha šokových proteinů v etanolovém stresu nebyla ještě 
zcela objasněna. [6,7] 
2.2.11 Vliv těžkých kovů 
Mikroorganismy tvořící polysachridový obal jsou díky jemu schopny akumulovat velké 
množství kovů, čehož se využívá ve výzkumu v oblasti odstraňování kovů z roztoků. Podle 
způsobu akumulace kovů mikroorganismy se rozlišuje 5 hlavních mechanizmů: extracelulární 
srážení kovů, extracelulární akumulace, které předchází tvorba komplexu kovu, vazba kovu k 
povrchu buňky, intracelulární akumulace a volatizace.  
Extracelulární srážení kovů - na metabolických produktech nebo na povrchu mrtvých 
buněk dochází ke srážení volných nebo sorbovaných kationtů za vzniku ve vodě 
nerozpustných sloučenin. Vazba kovu k povrchu buňky - princip je v elektrostatickém 
přitahování kovů, pozitivně nabitých komplexů nebo sraženin k negativně nabitým místům na 
povrchu mikrobiální buňky. Intercelulární akumulace – buňka má vyvinutý specifický 
transportní systém. Volatizace - mikrobiální redukcí dochází k snížení valence kovů. Redukce 
může být částečná nebo úplná, za vzniku elementárního kovu. [8] Vliv těžkých kovů na 
buňku se může lišít působením chronického nebo akutního stresu. Akumulace kovů může 
ovlivnit biologickou funkci membrány, aktivovat oxidační stres a tvorbou komplexů s ATP 
inhibovat buněčné enzymy [9].  
Aureobasidium pululans slouží jako modelový mikroorganismus pro testování toxických 
účinků různých kovů. Jeho odolnost k toxickým účinkům kovů se vysvětluje detoxikací [10]. 
2.2.12 Solný stres 
Stres je vyvolaný růstem intracelulární koncentrace Na+, což vede ke vzniku dvou 
významných stresových faktorů. Jsou to jednak osmotické komponenty zvyšující turgor 
buňky a také toxické látky inhibující řadu buněčných funkcí. Odezva buněk na tyto stresové 
podmínky je obvykle doprovázena akumulací osmoticky aktivních sloučenin, které slouží k  
vyrovnání rostoucího externího osmotického tlaku a přeměňují membránový transportní 
systém tak, aby došlo k vyloučení Na+ z buňky do prostředí [11]. Buněčná odpověď na 
zvýšenou vnější salinitu se projevuje akumulací rozpustných látek. V buňkách kvasinek je 
prioritní rozpustnou sloučeninou glycerol, jehož produkci doprovází řada metabolických 
změn [12]. 
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2.2.13 Oxidační stres 
Vliv oxidačního stresu na mikrobiální buňky je podobný jako jeho vliv na ostatní typy 
buněk, má ale jisté specifické charakteristiky, které se mohou lišit u prokaryotických a 
eukaryotických buněk. Oxidační stres způsobuje poškození celé řady buněčných složek a 
mechanismů [13]. Obrana proti tomuto stresu spočívá v úloze enzymů podílejících se na 
snižování hladiny ROS („reactive oxygen species“), opravě poškozených makromolekul (v 
první řadě DNA) a eliminaci neopravitelných proteinů [13]. Oxidační stres se liší od ostatních 
stresů v tom, že jeho primární efektory, reaktivní kyslíkové sloučeniny (ROS), mohou z velké 
části vznikat během přirozeného buněčného metabolismu. Buňky aerobních organismů se 
během svého života nemohou vyhnout nepřetržitému vystavení ROS, a z toho důvodu i 
trvalému oxidačnímu poškození jejich složek [14]. 
Hlavními primárními oxidanty jsou superoxidový radikál, peroxid vodíku a hydroxylový 
radikál [14]. Reakce primárních ROS s hlavními buněčnými složkami vede ke vzniku velkého 
počtu sekundárních radikálů (hydroperoxidové, alkoxylové, peroxylové radikály, epoxidy, 
aldehydy), které mohou dále poškozovat buňku. Bylo zjištěno, že i nízkomolekulární buněčné 
složky mohou podléhat oxidačním změnám a produkovat látky schopné poškodit buňku [13].  
Hlavními cílovými molekulami pro působení ROS jsou DNA, lipidy a proteiny. Oxidační 
poškození DNA zahrnuje zlomy jednotlivých řetězců a výměnu bází, což může indukovat 
mutace. Poškození mitochondriální DNA, které může vést až v degradaci celé 
makromolekuly, bývá mnohem větší než poškození jaderné DNA, protože mitochondrie jsou 
producenty kyslíkových radikálů. Peroxidace lipidů a oxidace proteinů vede k tvorbě 
sekundárních oxidačních radikálů, které znásobují toxický efekt primárního stresového 
zdroje. Sekundární ROS zasahují především proteiny nacházející se v blízkosti lipidů [15]. 
Reaktivní kyslíkové sloučeniny (ROS) jsou molekuly kyslíku v různých redukčních nebo 
excitovaných stavech, sloučeniny kyslíku s vodíkem, chlorem a dusíkem. Primární oxidanty 
vznikají jako běžné produkty aerobního metabolismu, ale mohou být produkovány ve vyšším 
množství při různých patologických stavech [16]. ROS vznikají také při různých typech 
záření. Rentgenové záření je doprovázeno vznikem hydroxylového radikálu (HO•), UV-
záření vede ke vzniku vysokoenergetické neradikálové formy kyslíku zvané singletový kyslík 
(1O2). Ultrazvuk a mikrovlnné záření může také vést k tvorbě ROS [17]. 
2.3 Stresová odezva 
Aby mohly buňky zvládat účinky stresu, vyvinuly rychlý obranný systém k opravě škod a 
ochraně proti dalšímu poškození stejným nebo odlišným typem stresu. Nejlepší 
charakteristickou odezvou je syntéza stresových proteinů. Předpokládá se, že syntéza 
stresových proteinů je typickou odpovědí buněk na nepříznivé vnější podmínky a je důležitá 
pro adaptaci a přežití buňky. Tato ochrana má za následek, že krátkodobé působení mírného 
stresového faktoru na buňku  vede ke vzrůstu tolerance proti dalším, jinak letálním dávkám 
identického stresu. Buňky vystavené  mírnému  stresu  jsou pak  schopny  vyvinout  toleranci  
nejen k vyšším dávkám stejného stresu, ale také stresu způsobeného jinými činiteli, 
předpokládá se existence mechanismu,  který  vnímá  a  reaguje  na různé formy stresu [4]. 
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2.4 Kultivace mikroorganizmů 
 
Mikroorganismy v daném prostředí mohou růst a množit se, dokud mají dostatečný zdroj 
živin, vhodný parciální tlak kyslíku, odpovídající hodnotu pH a teploty. Růst a množení jsou 
také limitovány koncentrací metabolitů, které buňka vylučuje do vnějšího prostředí. V 
laboratorních podmínkách jsou mikroorganismy běžně kultivovány v uzavřeném systému, 
tedy v prostředí zpočátku charakterizovaném vysokými koncentracemi živin. Během růstu 
mikroorganismů dochází k  postupnému vyčerpání živného substrátu a k nahromadění 
metabolitů. Za předpokladu, že fyzikální vlivy jsou po celou dobu kultivace konstantní, 
uvedené dva faktory spolu s koncentrací buněk představují limitující faktory růstu [1,18].  
2.4.1 Typy kultivace 
 
Dělení podle způsobu kultivace: 
a) Statická: probíhá v klidu. Mikroorganismus je naočkován na povrch tuhého média 
nebo do určitého objemu tekutého média. Během růstu jsou živiny postupně 
vyčerpávány a tak dochází k limitaci růstu, také se hromadí produkty metabolismu, 
které mohou mít velmi často inhibiční vliv [18]. 
b) Submerzní: probíhá v tekutém médiu, které je neustále mícháno (na třepačkách) a 
provzdušňováno. Růst při submerzní kultivaci probíhá rychleji než kultivace statická a 
dodnes se využívá v průmyslu ve fermertorech. Nevýhodou submerzní kultivace je 
stejně jako u statické nemožnost přesné specifikace aktuálních růstových podmínek a 
zajištění jejich konstantnosti [18]. 
c) Kontinuální: k rostoucí kultůře mikroorgasmů přitékají živiny a zárověn odtéká stejný 
objem půdy s vyrostlými mikroorganismy. Při vhodně zvolené rychlosti přítoku se 
dosáhne rovnovážného stavu a v celém objemu média se tak udržuje konstantní počet 
buněk [18]. 
 
Dělení podle přístupu kyslíku: 
a) Aerobní kultivace: při této kultivaci využívají mikroorganismy vzdušného kyslíku, 
který se dostává do nádob přes vatové zátky. Při kultivaci v malých objemech stačí 
přítomnost kyslíku regulovat tvarem kultivační nádoby a velikostí styčných ploch 
mezi povrchem kultivačního média a vzduchem. Aerobní mikroorganismy se tedy 
kultivují na agarových plotnách, šikmých agarech a nebo v tenkých vrstvách tekutých 
médií. Pro rychlejší růst mikroorganismů, nebo při kultivaci ve větším množství 
tekutého média se používají třepačky. Ve velkých fermetorech se ještě za současného 
míchání provzdušňuje sterilním vzduchem [18]. 
b) Anaerobní kultivace: při této kultivaci se musí odstranit vzdušný kyslík ze živného 
média a zabránit jeho dalšímu přísunu ke kultuře [18]. 
2.4.2 Živná média 
Mikroorganismy jsou v laboratořích kultivovány na sterilních živných médiích. Správné 
složení média záleží na požadavcích daného mikroorganismu a musí být voleno tak, aby co 
nejvíce odpovídalo přirozeným podmínkám [18]. 
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Dělení média podle původu a přípravy: 
a) přirozená: přirozené substráty MO (mléko, brambory, chleba atd.). Jsou vhodná na 
krátkodobou kultivaci nebo na izolaci MO z přírodních zdrojů 
b) synteticko-komplexní (polosyntetická): kromě chemicky definovaných sloučenin 
obsahují tato média i odvary, maceráty, výluhy nebo hydrolyzáty přírodních materiálů 
c) syntetická: chemické složení je přesně definováno jako směs organických a 
anorganických sloučenin [18] 
 
Dělení média podle použití: 
a) univerzální (základní): svým složením vyhovují požadavkům na výživy širokému 
spektru MO 
b) selektivní: svým složením podporují růst pouze určité skupiny mikroorganismů. 
Obsahují jednu nebo více inhibičních látek (barviva, antibiotika ap.), které potlačují 
růst ostatních MO. 
c) selektivně–diagnostická: svým složením potlačují růst nežádoucích mikroorganismů. 
Roste na nich jen malá skupina mikroorganismů. [18] 
 
Dělení média podle konzistence: 
a) tekutá: neobsahují žádné ztužovací látky  
b) polotekutá: mají krémovitou konzistenci, protože obsahují nízkou koncentraci ztužující 
komponenty 
c) pevná: obsahují vždy ztužující komponentu. Jako ztužující komponenty se běžně užívá 
agar, želatina nebo gel kyseliny křemičité. [18] 
2.4.3 Růstová křivka 
Růst mikroorganismů můžeme definovat jako přírůstek buněčné hmoty. Buňka při růstu 
zvětšují svůj objem a po určité době dojde k rozmnožování. Za optimálních podmínek se 
mikroorganismy rozmnožují velkou rychlostí, ale zvyšování počtu buněk je omezeno 
množstvím živin a hromaděním produktů metabolismu buněk v prostředí. Grafickým 
vyjádřením růstu je růstová křivka daného mikroorganismu a je charakterizována určitými 
úseky, tzv. růstovými fázemi [19, 20]. 
 
Růstové fáze: 
 
1) Lag-fáze: tzv. přípravná fáze. Buňky se nerozmnožují, ale zvětšují svůj objem a 
dochází u nich k aktivaci enzymového systému. Délka lag-fáze fáze závisí na druhu 
daného mikroorganismu, fyziologickém stavu buněk, množství inokula a na složení 
nového růstového media.  
2) Fáze zrychleného růstu: Buňky jsou přizpůsobené prostředí. Na konci této fáze mají 
buňky velkou intenzitu metabolismu i rychlost dělení. 
3) Fáze exponenciální (logaritmická, log fáze): Je charakteristická nejkratší generační 
dobou, která po celé období zůstává konstantní.  
4) Fáze zpomaleného růstu: dochází ke snížení intenzity metabolismu a množení buněk 
v důsledku vyčerpání živin a hromadění metabolitů.  
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5) Fáze stacionární: Dochází k vyrovnání počtu odumírajících buněk a jejich přírůstku. 
Většina živin je již vyčerpána a maximální délka této fáze je dána citlivostí buněk 
k hladovění.  
6) Fáze postupného odumírání buněk: buňky se již nerozmnožují, pouze odumírají a tím 
dochází k postupnému snižování počtu buněk. [19,20] 
 
Obr.1: Růstová křivka [1] 
 
2.4.4 Metody stanovení biomasy 
2.4.4.1 Přímé stanovení počtu buněk 
Pomocí přímé metody se stanovuje celkový počet buněk v jednotce objemu. Buňky se 
počítají pod mikroskopem pomocí speciálních počítacích komůrek (Bürkerova, Thomova) 
[18].  
2.4.4.2 Nepřímé stanovení počtu buněk 
Principem je počítání kolonii vyrostlých na agarových plotnách. Metoda vychází ze 
základního empirického ověřeného předpokladu, že z jedné životaschopné buňky vyrůstá 
jedna kolonie [18]. 
2.4.4.3 Turbidimetrické stanovení počtu buněk 
Tato metoda je založena na rozptylu světla buňkami v kapalině. Způsob rozptylu je různý 
pro různé vlnové délky a závisí také na optických vlastnostech kapaliny i suspendovaných 
částic a na velikosti i tvaru těchto částeček. K měření je nutné sestavit kalibrační křivku 
získanou stanovením obsahu buněk jinou metodou (stanovením sušiny, přímým počítáním 
buněk) a turbidimetrickým proměřením různě koncentrovaných suspenzí [18,20]. 
2.4.4.4 Stanovení sušiny 
Stanovení buněčné hmoty mikroorganismů se v mikrobiologii používá hlavně při 
biochemických pracích a při konstrukcích růstových křivek. Spolehlivých výsledků lze 
dosáhnout tehdy, jestliže kultury rostou v čirých půdách. Vzorku buněčné hmoty  je vysušen 
do konstantní hmotnosti při 105 ºC a ochlazen na pokojovou teplotu v exsikátoru [20]. 
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2.5 Mikrobiální producenti pullulanu 
 
Hlavním mikrobiálním producentem je Aureobasidium pullulnas, ale ne všechny jeho 
kmeny jsou schopny pullulan produkovat. Produkci pullulanu mikroorganismem 
Aureobasidium pullulans objevil v roce 1938 R. Bauer, ale pulluan byl poprvé izolován a 
charakterizován až v roce 1958 Bernierem. Pullulan byl také izolován od saprofytické houby 
Tremella mesenterica, ze stromové parazitické houby Cytaria harioti a C. darwinii, plísně 
Cryphonectria parasitika, z lišejníku Teloschistes flavicans a mikroorganismu Rhodotorula 
bacarum. Pullulan produkovaný různými mikroorganismy se obvykle liší molekulovou 
hmotností a strukturou (různý poměr α1,4 a α1,6 glykosidických vazeb) [3]. 
2.5.1 Aureobasidium pullulans  
Aureobasidium pullulans není primární lidský patogen ani není veden jako producent 
významných mykotoxinů, ale jeho vysoké koncentrace v ovzduší byly spojeny s alergií  v 
důsledku podráždění dýchacích cest [21]. Snáší dobře nízké teploty, na jaře je obvykle prvním 
mikroorganismem s kvasinkovou fází, který je možno izolovat v severnějších částech Evropy. 
A.pullulans se velmi dobře pěstuje na minimálním médiu s glukosou a biotinem. Je to 
převážně saprofytický organismus, ale vyskytuje se i jako parazit na rostlinách a může 
způsobit i choroby zvířat. Velmi často se vyskytuje na listech rostlin, na květech a plodech. V 
moštu před kvašením může vytvářet nevzhlednou sytě černou masu složenou z černých 
dvoubuněčných chlamydospór, které snáší maximálně 2% ethanolu, proto se už ve víně 
nevyskytují. Tvoří i součást slizu na stěnách vinařských závodů [10]. 
A.pulluans slouží jako modelový mikroorganismus pro testování toxických účinků různých 
kovů. Odolnost k toxickým účinkům kovů se vysvětluje jeho schopností detoxikace. 
Aureobasidium je bohaté na různé hydrolytické enzymy, čehož se využívá v praxi. Produkce 
ureasy je pozitivní.  Zkvašuje maltosu, sacharosu, laktosu a glukosu. Rozkládá celulosu, 
hemicelulosy, xylany, lignin, škrob atd. Jeho aktivita je často škodlivá, protože rozkládá 
barvy, rozrušuje elektrické kabely aj. [10,22]. Provedené výzkumy ukazují, že k produkci 
pigmentů dochází hlavně při nedostatku draslíku a fosfátu [23]. Černé barvivo melanin 
produkuje také při limitací dusíkem [10].  
 
Obr.2: Aureobasidium pullulans [24] 
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2.5.1.1 Morfologické znaky 
Blastokonidie mají různé tvary a rozměry (2-6,5) x (7-12,8) µm. Endokonidie se vyskytují 
s frekvencí asi 22 %, černé chlamydospóry 37 %, hyalinní chlamydospóry 22 %. Kolonie jsou 
nejprve bílé, později černají. Černání může postupovat od středu, ale také po jednotlivých 
kruhových výsecích, jindy nepravidelně v soustředných kruzích. Mycelium zpočátku matné, s 
postupným černáním se stává vlhce lesklé. Cyklické střídání fází se odráží v obrovských 
koloniích, které dobře znázorňují produkci barevných a bezbarvých elementů, produkci 
melaninu a pululanu. V kapalném mediu se vyskytují hrubé kožky, někdy vysoký sliznatý 
sediment [10,22]. Aureobasidium se dělí na dvě varianty -  A.pullulans var pullulans, tvoří 
růžové, světle hnědé nebo žluté kolonie a až po delším čase kolonie tmavnou. A. pullulans var 
melanogenum tvoří brzy černé nebo zelenavě-černé kolonie [2].  
2.5.1.2 Způsob rozmnožování 
Vegetativní rozmnožování probíhá pomocí blastokonidií, které pučí po stranách hyf. Tyto 
konidie pučí v další sekundární konidii, která je menší než je primární. Jednotlivé 
jednobuněčné články starších hyf se mohou rozpadat v arthrospóry. V "životním cyklu" se 
vyskytují též chlamydospóry, které v době zralosti uvolňují přežívající buňku, která potom 
vyklíčí. Střídání různých fází asexuálního vývoje A.pullulans bývá cyklické. Pohlavní způsob 
rozmnožování u tohoto organismu není znám [10,22]. 
 
Obr.3: Životní cyklus Aureobasidium pullulans [22] 
 
 
 
2.6 Pullulan 
Průkopníkem ve výrobě polysacharidu z Aureobasidium pullulans byl R. Bauer (1938). 
Poprvé byl ale tento polysacharid izolovanán a charakterizován v roce 1958 Bernierem [3].. 
Důkladná studie byla provedena Benderem, Lehmannem a Wallenfelsem (1959, [3]) a 
polysacharid byl pojmenován  jako pullulan. Japonská společnost Hayashibara je komerčním 
výrobcem pullulanu již od roku 1976 [3]. Jedná se o extracelulární, mikrobiální polysacharid 
produkovaný kmeny Aureobasidium pullulans.  
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Pullulan je bílý nebo žlutavě-bílý prášek snadno rozpustný ve vodě a nerozpustný 
v organických rozpouštědlech [3].  Jeho vodné roztoky jsou stabilní a ve srovnání s jinými 
polysacharidy vykazuje relativně nízkou viskozitu. Netvoří gely a jeho viskozita ve vodném 
roztoku je úměrná molekulové hmotnosti. Je také stabilní v široké škále pH. Rozkládá se při 
250 – 280 °C a jeho molekulová hmotnost se pohybuje v rozsahu 100 až 250 kDa. Není 
jedovatý, je jedlý a biologicky rozložitelný. Pullulan a jeho deriváty mají širokou škálu 
použití v potravinářství, zdravotnictví, farmacii a v mnoha dalších obchodních a 
průmyslových oblastech. Srovnávací studie ukazují, že kmeny A. pullulans se značně liší s 
ohledem na růst, výnosnost pullulanu a buněčné morfologii. Pullulan se vyrábí hlavně v 
pozdní exponenciální a časné stacionární fáze kultury [3]. Jedním z důležitých problémů 
spojených s průmyslovou výrobou pullulanu je optimalizace podmínek jeho biosyntézy 
s vysokým výnosem [25].  
 Inženýrské inovace nebo zdokonalení výrobních kmenů, zejména s omezenou produkci 
melaninu, mohou být prospěšné pro zlepšení ekonomiky výroby, čímž se otevírají nové cesty 
pro jeho využití. I přes velký počet hodnotných aplikací však komerčnímu užívání pullulanu 
brání jeho vysoká cena, která je dána obtížemi při produkci, Komplikace  jako je viskozita 
média, nízká výtěžnost produktu, pigmentace a degradace snižují výtěžky a kvalitu 
výsledného produktu.. Cena pullulanu je třikrát vyšší než cena dalších jemu podobných 
polysacharidů, jako je dextran a xanthan. Na produkci má vliv mnoho faktorů. Mezi tyto 
faktory patří napřiklad teplota, pH, množství rozpuštěného kyslíku, složení substrátu, 
míchání, vlastní mikroorganismus a další. Důležitým parametrem v produkci pullulanu je jeho 
molekulová hmotnost, která se také mění vlivem uvedných faktorů [3,5]. 
2.6.1 Struktura pullulanu 
 
Základní struktura pullulanu je lineární α-glukan, skládá se ze tří jednotek glukózy 
spojených α-1, 4 glykosidickou vazbou v maltotriosové jednotky, které jsou napojeny vazbou 
α-1, 6. Lineární řetězce pullulanu může také obsahovat maltotetrosové podjednotky, které 
jsou náhodně rozmístěny po celé molekule [3] . 
 
Obr.4: struktura pullulanu [26] 
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2.6.2 Biologická funkce 
Pullulan neslouží jako zásobní materiál vzhledem k tomu, že metabolismus Aureobasidium 
pullulans nemůže pullulan rozkládat. Předpokládá se, že pullulan slouží k ochraně buněk nebo 
jim pomáhá svými adhezními vlastnostmi [27]. 
2.6.3 Technologické využití 
2.6.3.1 Potravinářský průmysl  
Pullulan se může používat jako částečná náhrada za škrob v nízkokalorických potravinách, 
protože není degradován trávícími enzymy. Studie ukazují, že pullulan podporuje růst 
prospěšných bifidobakterií, zlepšuje trvanlivost potravin a zpomaluje jejich kažení 
vysycháním. Lze ho použít jako přísadu do nápojů a omáček, pro stabilizaci kvality a textury 
majonéz, nebo jako pojivo a stabilizátor do různých potravinářských past. 
 Pullulanové filmy jsou nepropustné pro kyslík a mají vynikající mechanické vlastnosti. 
Jsou vhodné pro ochranu snadno oxidujících látek a jako obalový materiál na sušené 
potraviny. Pullulanové roztoky, které jsou bez zápachu a příchuti mohou být použity jako 
nátěr pro širokou škálu potravinářských produktů, kterým mají vylepšit vzhled a zvýšit 
trvanlivost [3,30]. 
2.6.3.2 Farmaceutický průmysl  
Ve farmaceutickém průmyslu se pullulanové filmy používají jako potahové materiály na 
tablety a prášky. Pullulan s molekulovou hmotnost 30 000 – 90 000 Da lze použít jako 
náhradu krevní plazmy. K ústní hygieně se prodávají výrobky založené na pullulanovém 
filmu, který působý proti zubnímu plaku, zánětu dásní a zápachu z úst. Pullulan a jeho 
deriváty mohou být použity i jako přísady do zubních past a je také používán jako hydratační 
přísada v různých kosmetických připravcích. [3,28,29]. 
2.6.3.3 Ostatní průmysl 
Pullulan lze upraven na vlákna připomínající nylon nebo hedvábí. Může být použit při 
výrobě papíru pro zvýšení lesku, pevnosti, odolnosti a lepší tisk. Pullulan a jeho deriváty mají 
také uplatnění ve fotografických, litografických a elektronických aplikacích na úpravu a 
ochranu povrchů. Nalezne uplatnění i v zemědělství a mnoha dalších oblastech [3]. 
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2.7 Cíl práce 
 
• Zpracování rešerše zaměřené na strukturu a biologickou funkci pullulanu, mikrobiální 
producenty , technologické využítí a možnosti regulace produkce pullulanu. 
• Stanovení růstových charakteristik Aureobasidium pullulans a produkce pullulanu 
v průběhu růstu.  
• Vliv vybraných exogenních stresových faktorů (etanol, solný stres, oxidační stres, těžké 
kovy) na produkci pullulanu.  
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3 PRAKTICKÁ ČÁST 
3.1 Mikrobní kmeny, chemikálie a přístrojové vybavení 
3.1.1 Kvasinkové kmeny 
K řízené produkci pullulanu byla použita kultura kvasinky Aureobasidium pullulans kmen 
CCM F-148 získaná z České sbírky mikroorganismů PřF MU v Brně. 
3.1.2 Chemikálie 
Chemikálie ke stanovení CHSK: 
• Síran rtuťnatý 
• Kyselina sírová 
• Dichroman didraselný 
• Síran stříbrný 
• Hydrogenftalan draselný 
Chemikálie ke stanovení neutrálních sacharidů podle Duboise 
• Kyselina sírová 
• Fenolu 
• D-glukosa 
Chemikálie ke stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho a Nelsona 
• Glukosa 
• Uhličitan sodný 
• Hydrogenuhličitan sodný 
• Seignettova sůl 
• Síran sodný 
• Síran měďnatý – pentahydrát 
• Molybdenan amonný 
• Kyselina sírová 
• Hydrogenarseničnan disodný 
Chemikálie použité jako stresové faktory 
• Chlorid sodný 
• Etanol 
• Peroxid vodíku 
• Seleničnan sodný 
• Chlorid chromitý – hexahydrát 
3.1.3 Přístroje a pomůcky 
• Spektrofotometr UV-VIS, Helios α (Unicam, UK) 
• Třepačka LT 2 (Sklárny Kavalier, ČR) 
• Centrifuga 3-15, Sigma (SRN) 
• Analytické váhy AND HR 120 (UK) 
• Očkovací box Aura mini (Bioair Instruments, UK) 
• Sušárna LS-35 (ČR) 
• Vodní vývěva Merci, a.s. (ČR) 
• Laboratorní sklo 
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3.2 Kultivace mikroorganismu Aureobasidium pullulans 
3.2.1 Tuhé uchovávací médium 
Složky Množství 
Sladový extrakt 20 g 
Bakteriologický agar 30 g 
Voda 1000 ml 
 
Médium bylo používáno na uchovávání kultury Aureobasidium pullulans CCM F-148. 
Sterilizace probíhala v tlakovém hrnci 30 min. Kultura byla uchována na Petriho miskách ve 
tmě při 4 ºC. Každý měsíc byla kultura přeočkována z předcházející kultury na nové Petriho 
misky. 
3.2.2 Tekuté kultivační médium 
Složky Množství 
Glukosa 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
kvasničný autolyzát 7 g 
Voda 1000 ml 
 
Pasterace probíhala v tlakovém hrnci s otevřeným ventilem po dobu 30 minut. 
Optimalizace média byla provedena v diplomové práci ing. V. Ondrušky [31].  
3.2.3 Sledování růstu kultury A. pullulans 
 
Růst kultury Aureobasidium pullulans byl sledován metodou gravimetrického stanovení 
sušiny. Z média bylo odebráno 10 ml kultury, tento vzorek byl stočen v centrifuze při 12 000 
rpm po dobu 30 minut. Po odlití supernatantu byl sediment rozsuspendován v 10 ml 
destilované vody a vysušen při teplotě 105 °C do konstantní hmotnosti. Získaná sušina byla 
poté zvážena na analytických vahách. 
3.3 Růstová křivka 
3.3.1 Inokulum 1 
Kultura Aureobasidium pullulans byla zočkována z Petriho misky do 100 ml sterilního 
média (kap. 3.2.2.) v 250 ml Erlenmayerově baňce. Kultivace prvního inokula proběhla za 
stálého třepání při teplotě 25 °C v průběhu 24 hodin. Toto inokulum bylo použito 
k zaočkování inokula 2. 
3.3.2 Inokulum 2 
Inokulum 2 bylo zaočkováno 2 ml inokula 1 do 100 ml sterilního média(kap. 3.2.2.) v 
Erlenmayerově baňce o objemu 250 ml. Kultivace probíhala za stálého třepání při teplotě 
25 °C v průběhu 24 hodin. Inokulum 2 bylo použito k zaočkování produkčního média. 
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3.3.3 Produkční médium 
Do 5 Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml se 100 ml sterilního produkčního média 
(kap. 3.2.2.) bylo zaočkováno z inokulum 2 po 2 ml. Kultivace probíhala za stálého třepání při 
teplotě 25 ºC. 
3.3.4 Stanovení růstové křivky 
V průběhu kultivace v Erlenmayerově baňce o objemu 250 ml bylo pravidelně po čtyřech 
hodinách odebíráno stejné množství vzorku (10 ml), které bylo použito k stanovení sušiny a 
množství vyprodukovaného pullulanu. Každý vzorek byl stočen při 4 °C a 12 000 rpm po 
dobu 30 minut. Po stočení kultury byl supernatant odlit, biomasa byla rozsupendována 
v 10 ml destilované vody a následně se nechala vysušit při teplotě 105 °C do konstantní 
hmotnosti. Získaná sušina byla poté zvážena na analytických vahách. Vzorek supernatantu 
(5 ml) byl pužit na stanovení množství pullulnu.  
3.3.5 Stanovení množství pullulanu 
Pullulan byl vysrážen ze vzorku supernatentu (5 ml) 10 minutovým působením 
dvojnásobným množstvím etanolu. Vysrážený polysacharid byl zfiltrován za sníženého tlaku 
a sušen do konstantní hmotnosti při teplotě 70°C 12 hodin. Nakonec byl získaný pullulan 
zvážen na analytických vahách.  
3.3.6 Metoda stanoveni chemické spotřeby kyslíku  
Metoda stanovení CHSK se používá k zjištění celkové oxidace organických látek 
dichromanem draselným (CHSKCr) v kyselém prostředí. CHSK se vyjadřuje jako množství 
kyslíku (v mg) spotřebovaného na jeden litr vody či roztoku. Nezreagovaný zbytek 
dichromanu se stanoví fotometricky při 600 nm. 
3.3.6.1 Stanovení CHSK 
Pro stanovení byl použit supernatant získaný ze stanovení růstové křivky. K 1 ml 
supernatantu bylo přidáno 9 ml destilované vody. Z tohoto naředěného vzorku bylo 
odpipetováno 2,5 ml do uzavíratelné zkumavky. Přidáno bylo 1,5 ml oxidačního roztoku 
(dichroman didraselný, síran rtuťnatý, kyselina sírová) a 3,5 ml katalyzátorového roztoku 
(síran stříbrný v koncentrované kyselině sírové). Zkumavky byly uzavřeny, promíchány a 
zahřívány 2 hodiny při 150 °C. Po dokonalém vychladnutí byl obsah zkumavek zředěn 5 ml 
destilované vody a poté byla změřena absorbance při 600 nm proti blanku (voda). 
3.3.6.2 Příprava kalibrační křivky 
Pomocí lineární regrese byla sestavena kalibrační křivka ze standardního roztoku 
hydrogenftalanu draselného a použita pro přepočet obsahu kyslíku z hodnot CHSK. 
Kalibrační roztoky byly naředěny v rozsahu 100 mg/l až 900 mg/l.  
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3.4 Vliv stresu na růst a tvorbu pullulanu 
Mikroorganismus Aureobasidium pullulans byl vystaven působení vybraným chemickým 
stresům. Odběr vzorků pro stanovení množství biomasy a pullulany byl proveden vždy v 96. 
hodině, kdy podle růstové křivky dosahla produkce pullulanu svého maxima (graf 1). 
3.4.1 Solný stres 
3.4.1.1 Přídavek stresového faktoru do produkčního média 
Cílem tohoto experimentu bylo aplikovat do produkčního média určité množství 
stresového faktoru ve formě  chloridu sodného a zjistit, do jaké míry ovlivňuje produkci 
pullulanu a biomasy. Nejprve bylo připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z Petriho 
misky za sterilních podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250 ml).  
Po 24 hodinách byly přeočkovány 2 ml do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, 
po dalších 24 hodinách byly inokulem 2 (2 ml) zaočkovány 2x4 produkční média o objemu 
100 ml v Erlenmayerově baňce o objemu 250 ml s přídavkem NaCl o koncentraci 0, 1, 5 a 
10 g/l. Experiment byl opakován pro vyšši koncentrace chloridu sodného v produkčním 
médiu, a to pro koncentrace 15, 20, 50, 100 a 150 g/l. Ke stanovení biomasy bylo odebráno 
vždy 20 ml vzorku, který byl stočen při 12000 ot/min po dobu 30 minut. Sušina byla 
stanovena gravimetricky. Supernatant získaný centrifugací byl použit pro stanovení 
koncentrace pullulanu. 
3.4.1.2 Přídavek stresu do produkčního média a do inokula 2 
V dalším experimentu byl aplikován stres jak do inokula 2, tak i do produkčního média a 
sledovalo se, do jaké míry ovlivní tato kombinace produkci pullulanu a biomasy. Nejprve 
bylo připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z Petriho misky za sterilních podmínek do 
100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250 ml). Po 24 hodinách bylo 
přeočkováno (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, ale s přídavkem NaCl a 
koncentraci 1 g/l, po dalších 24 hodinách byly inokulem 2 (2 ml) zaočkovány 2x4 produkční 
média o objemu 100 ml v Erlenmayerově baňce (250ml) s přídavkem NaCl o koncentraci 5, 
10, 15 a 20 g/l. Pro kontrolu byl souběžně prováděn stejný pokus bez přídavku NaCl do 
inokula 2. Experiment byl opakován pro koncentraci chloridu sodného 5 g/l v inokulu 2 a pro 
koncentraci  v produkčním médiu 0, 5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/l. V dalším experimentu 
byla koncentrace chloridu sodného v inokulu 2 20 g/l a v produkčním médiu 0, 20, 50, 100 a 
150 g/l NaCl. Ke stanovení sušiny bylo odebíráno po 20 ml vzorku. Sušina byla stanovena 
gravimetricky. Supernatant získaný centrifugací byl použit pro stanovení koncentrace 
pullulanu. 
3.4.1.3 Přídavek stresu v různých časech kultivace 
Cílem experimentu bylo zjistit, zda doba přídavku stresového faktoru, v tomto případě 
NaCl o koncentraci 10 g/l, významně ovlivňuje produkci biomasy a pullulanu. Nejprve bylo 
připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z Petriho misky za sterilních podmínek do 100 
ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250ml). Po 24 hodinách přeočkováno (2 ml) 
do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalších 24 hodinách byly 
inokulem 2 (2 ml) zaočkovány 2x4 produkční média o objemu 100 ml v Erlenmayerově baňce 
o objemu 250 ml.  
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Stresový faktor byl sterilně přidáván v nulové, 50. a 80. hodině kultivace v produkčním 
médiu. Ke stanovení sušiny bylo odebráno 20 ml vzorku a stanovení provedeno 
gravimetricky. Supernatant byl použit pro stanovení koncentrace pullulanu. 
3.4.1.4 Sledování růstu kultury v inokulu 2 obsahujícícm stresový faktor 
Nejprve bylo připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z petriho misky za sterilních 
podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250 ml). Po 24 hodinách 
bylo přeočkováno (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalších 24 
hodinách bylo inokulem 2 (2 ml) zaočkováno 2x5 produkčních médií o objemu 100 ml 
v Erlenmayerově baňce o objemu 250 ml. Do první pětice byl přidán chlorid sodný o 
koncentraci 1 g/l, do druhé 5 g/l. V průběhu kultivace v bylo pravidelně po čtyřech hodinách 
odebíráno stejné množství vzorku (10 ml), které bylo použito k stanovení sušiny a množství 
vyprodukovaného pullulanu. Každý vzorek byl stočen při 4 °C a 12 000 rpm po dobu 30 
minut. Po stočení kultury byl supernatant odlit, biomasa byla rozsupendována v 10 ml 
destilované vody a následně se nechala vysušit při teplotě 105 °C do konstantní hmotnosti. 
Získaná sušina byla poté zvážena na analytických vahách. Vzorek supernatantu (5 ml) byl 
pužit na stanovení množství pullulanu.  
Pullulan byl vysrážen ze vzorku supernatantu dvojnásobným množstvím etanolu, zfiltrován 
za sníženého tlaku a sušen při teplotě 70°C 12 hodin. Nakonec byl získaný pullulan zvážen na 
analytických vahách.  
3.4.2 Etanolový stres 
3.4.2.1 Přídavek stresu do produkčního média  
V experimentu byl aplikovan do produkčního média stresový faktoru v podobě etanolu. 
Připraveno bylo nejprve inokulum 1 zaočkováním kultury z Petriho misky za sterilních 
podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250 ml). Po 24 hodinách  
přeočkováno (2 ml)  do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalších 24 hodinách 
byly inokulem 2 (2 ml) zaočkovány 2x4 produkční média o objemu 100 ml v Erlenmayerově 
baňce (250 ml) s přídavkem etanolu o koncentraci 0,5, 2,5 a 5%. Stanovení biomasy a 
pullulanu bylo totožné jako v předchozích experimentach (kap. 3.4.1.1.).  
3.4.2.2 Přídavek stresu do produkčního média a do inokula 2 
V průběhu experimentu byl sledován vliv kombinace stresu v inokulu 2 a v produkčním 
médiu na   produkci polysacharidu pullulanu a biomasy. Nejprve bylo připraveno inokulum 1 
zaočkováním kultury z Petriho misky za sterilních podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) 
v Erlenmayerově baňce (250 ml). Po 24 hodinách přeočkováno (2 ml)  do inokula 2 o stejném 
objemu jako inokulum 1, ale s přídavkem etanolu a koncentraci 0,5 %, po dalších 24 hodinách 
byly inokulem 2 (2 ml) zaočkováno 2x5 produkčních médií o objemu 100 ml 
v Erlenmayerově baňce (250ml) s přídavkem etanolu o koncentraci 1, 2, 3, 4 a 5 %. Pro 
kontrolu byl souběžně prováděn stejný pokus, ale bez přídavku etanolu do inokula 2. 
Experiment byl opakován pro koncentraci 1 a 2 % etanolu v inokulu 2. Ke stanovení biomasy 
bylo odebráno 20 ml vzorku, který byl stočen při 12000 ot/min po dobu 30 minut. Sušina byla 
stanovena gravimetricky. Supernatant získaný centrifugací byl použit na stanovení 
koncentrace pullulanu a na stanovení celkových a zbytkových cukrů v médiu.  
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Pro eliminaci chyby způsobené přítomností redukujících cukrů v médiu byla koncentrace 
pullulanu odečtena z rozdílu celkové koncentrace sacharidů a koncentrace redukujících 
sacharidů (zbytková koncentrace glukosy v médiu).  
3.4.3 Oxidační stres 
Cílem tohoto experimentu bylo aplikovat do produkčního média určité množství 
stresového faktoru v podobě H2O2 a zjistit, jak ovlivňuje produkci pullulanu a biomasy. 
Připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z petriho misky za sterilních podmínek do 100 
ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce (250ml). Po 24 hodinách přeočkováno (2 ml) 
do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalších 24 hodinách byly inokulem 2 (2 
ml) zaočkovány 2x4 produkční média o objemu 100 ml v Erlenmayerově baňce (250ml) 
s přídavkem H2O2 o koncentraci 0, 2, 5 a 10 mmol/l. Ke stanovení biomasy bylo odebráno 20 
ml vzorku. Biomasa byla stanovena gravimetricky. Supernatant byl použit pro stanovení 
koncentrace pullulanu. 
3.4.4 Vliv koncentrace kyslíku 
Byla sledována produkce polysacharidu pullulanu a růst biomasy v přítomnosti různého 
množství vzdušného kyslíku. Nejprve bylo připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z 
Petriho misky za sterilních podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.) v Erlenmayerově baňce 
(250ml). Po 24 hodinách přeočkováno (2 ml)  do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 
1, po dalších 24 hodinách bylo z tohoto média zaočkováno (2 ml)  5 produkčních médií  o 
objemu 50, 100, 150, 200 a 250 ml do Erlenmayery baňky 250 ml. Po 96 hodinách byla 
kultivace ukončena. Ke stanovení sušiny biomasy bylo odebráno 20 ml vzorku, který byl 
stočen při 12000 ot/min po dobu 30 minut. Sušina byla stanovena gravimetricky. Supernatant 
získaný centrifugací byl použit pro stanovení koncentrace pullulanu. 
3.4.5 Vliv těžkých kovů 
Cílem experimentu bylo aplikovat do produkčního média určité množství stresového 
faktoru v podobě Na2SeO3 o koncentraci 0,01 mM a CrCl3.6H2O o koncentraci 0,1 mM a 
proměřit, do jaké míry tyto látky ovlivní samotnou produkci polysacharidu pullulanu a 
biomasy. Nejprve bylo připraveno inokulum 1 zaočkováním kultury z petriho misky za 
sterilních podmínek do 100 ml média (kap. 3.2.2.)  v Erlenmayerově baňce (250ml). Po 24 
hodinách přeočkováno (2 ml) do inokula 2 o stejném objemu jako inokulum 1, po dalších 24 
hodinách bylo inokulem 2 (2 ml) zaočkováno 2x5 produkčních médií o objemu 100 ml 
v Erlenmayerově baňce o objemu 250ml. Stresový faktor byl sterilně přidáván v nulové a 50. 
hodině kultivace. Experiment byl opakován pro Na2SeO3 o koncentraci 0,05 mM a 
CrCl3.6H2O o koncentraci 0,5 mM. Ke stanovení sušiny biomasy bylo odebráno 20 ml 
vzorku, který byl stočen při 12000 ot/min po dobu 30 minut. Sušina byla stanovena 
gravimetricky. Supernatant získaný centrifugací byl použit pro stanovení koncentrace 
pullulanu. 
3.4.6 Metoda stanovení obsahu neutrálních sacharidů podle Duboise 
Tato metoda je založena na dehydrataci cukrů koncentrovanou kyselinou sírovou a 
následné kondenzaci vzniklého furfuralu či 5-hydroxymethylfurfuralu s fenolem za vzniku 
barevných kondenzačních produktů, které lze spektrofotometricky stanovit.  
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3.4.6.1 Stanovení obsahu neutrálních sacharidů podle Duboise 
Pro stanovení byl použit supernatant získaný ze stanovení etanolových stresů. K 1 ml 10x 
zředěného supernatantu byl přidán 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny 
sírové. Roztok se ihned protřepal a ponechal 30 minut při laboratorní teplotě. Poté byla 
změřena absorbance při 490 nm. 
3.4.6.2 Příprava kalibrační křivky 
Kalibrační křivka byla sestavena pomocí lineární regrese ze základního roztoku D-glukosy. 
Kalibrační roztoky byly naředěny v rozsahu 10 μg/ml až 100 μg/ml.  
3.4.7 Metoda stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho a Nelsona 
Metoda je založena na redukci měďnaté soli obsažené v Somogyiho činidle redukujícími 
cukry v alkalickém prostředí a za zvýšené teploty (100 °C). Vznikající měďná sůl vytváří 
s Nelsonovým činidlem modrozelený komplex, jehož koncentrace se určí měřením 
absorbance při 540 nm.  
3.4.7.1 Stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho a Nelsona 
Pro stanovení byl použit supernatant získaný ze stanovení etanolových stersů. K 0,5 ml 
Somogyiho činidla I a II (v poměru 4:1) bylo přidáno 0,5 ml 10x zředěného supernatantu. 
Takto vzniklá směs se zahřívala 10 minut na vroucí vodní lázni a následně se ochladila na 
laboratorní teplotu. Poté se do zkumavek přidalo 0,5 ml Somogyi-Nelsonova činidla III a 
3,5 ml destilované vody. Po promíchání byla změřena absorbance při 720 nm. 
3.4.7.2 Příprava kalibrační křivky 
K 1 ml Somogyiho činidla I a II (v poměru 4:1) bylo přidáno po 1 ml kalibračních roztoků 
glukosy (koncentrace v rozsahu 40 mg/l až 200 mg/l). Takto vzniklá směs se zahřívala 10 
minut na vroucí vodní lázni a následně se ochladila na laboratorní teplotu. Poté se do 
zkumavek přidaly 2 ml Somogyi-Nelsonova činidla III a 6 ml destilované vody. Po 
promíchání byla změřena absorbance při 720 nm. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1 Růstová křivka  
Při měření růstové křivky mikroorganismu Aureobasidium pullulans CCM F-148 byl 
sledován přírůstek biomasy stanovením sušiny a produkce pullulanu (kap.3.3.4 a 3.3.5, tab. 1, 
graf 1). Dále byla sledována závislost chemické spotřeby kyslíku na čase v průběhu kultivace 
(graf 3). Ke stanovení CHSK v g/l (kap. 3.3.6.) bylo nutné sestavit kalibrační závislost ( tab.2, 
graf 2). Množství pullulanu bylo z časových důvodů stanoveno jen po 24 hodinách.  
V každém odběru byly stanoveny vždy dva vzorky, v tabulce 1 je uvedena jejich průměrná 
hodnota. 
 
Tabulka 1: Hodnot koncentrace buněk a pullulanu v závislosti na době kultivace. 
 
čas (h) 
biomasa 
(g/l) 
Pullulan 
(g/l) 
čas 
(h) 
biomasa 
(g/l) 
Pullulan 
(g/l) 
0 0,00 0 56 10,63   
4 0,37   60 10,90   
8 0,60   72 11,20 5,56 
12 2,43   76 11,54   
24 3,65 3,00 80 11,80   
28 4,55   84 11,60   
32 5,98   96 9,61 5,68 
36 7,31   100 8,80   
48 10,45 5,38 104 8,33   
52 10,68   108 7,53   
 
Graf 1: Závislost koncentrace buněk a pullulanu na době kultivace. 
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Fáze zrychleného růstu nastupovala kolem 10. hodiny a stacionární fáze růstu bylo 
dosažena po cca 50 hodinách. Koncentrace pullulanu rostla společně s biomasou do 
stacionární fáze kde dosahovala nejvyšších hodnot. Nejvyšší hodnota pullulanu byla 
stanovena v 96. hodině kultivace.  
 
Tabulka 2: Kalibrační křivka CHSK ( hodnota absorbance je průměrné hodnota ze tří 
měření). 
 
koncentrace 
mg/ml Absorbance
směrodatná 
odchylka 
100 0,125 0,016 
200 0,136 0,009 
300 0,164 0,025 
400 0,187 0,018 
500 0,215 0,011 
600 0,225 0,005 
700 0,236 0,023 
800 0,260 0,019 
 
Graf 2: Kalibrační křivka CHSK. 
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Graf 3: Závislost koncentrace rozpuštěného kyslíku na čase v průběhu kultivace 
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Hodnoty CHSK v průběhu růstové křivky postupně klesají, minimum je dosaženo kolem 
60.hodiny (počátek stacionární fáze). V průběhu stacinární fáze spotřeba kyslíku kulturou 
mírně kolíše, v oblasti maximální produke pululanu (96.hod) mírně roste, což svědčí o 
metabolické aktivitě buněk. 
4.2 Vliv stresových faktorů na růst kultury A. pullulans a na tvorbu pullulanu 
4.2.1 Solný stres 
4.2.1.1 Přídavek stresu do produkčního média 
V první fázi experimentů byl přidáván chlorid sodný o různé koncentraci pouze do 
produkčního média, a to pouze na začátku kultivace v tomto médiu. Do produkčního média se 
aplikoval chlorid sodný o koncentracích  1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/l (kap. 3.4.1.1.) a 
sledovala se produkce pullulanu a biomasy (graf 4, 5, 6, 7). 
 
Graf 4: Produkce pullulanu a biomasy se solným stresem o koncentraci 1-10 g/l 
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Graf 5: Produkce pullulanu a biomasy se solným stresem koncentrace 10-20 g/l 
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Graf 6: Produkce pullulanu a biomasy se solným stresem koncentrace 20-150 g/l 
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Při porovnání s kontrolním médiem v případě koncentrace 1 g/l NaCl nebyla produkce 
biomasy ani pullulanu v podstatě ovlivněna. U dalších koncentrací, tj. 5, 10, 15 a 20 g/l NaCl 
produkce biomasy stále rostla. Nejvyšší produkce biomasy bylo dosaženo při koncentraci 20 
g/l NaCl, ale nejvyšší koncentrace pullulanu při koncentraci 15 g/l a koncentrace 20 g/l se již 
jevila jako limitující faktor produkce pullulanu. Pří vyšších koncentraci tj. 50, 100 a 150 g/l 
NaCl začala produkce biomasy rychle klesat, ale koncentrace pullulanu klesala jen pozvolna.  
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Graf 7: Produkce pullulanu vztažená na gram biomasy 
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Vztažením koncentrace pullulanu na gram biomasy (graf 7) převyšovaly kontrolní médium 
pouze koncentrace 15 a 150 g/l. Solný stres tedy spíše ovlivňoval produkci biomasy než 
produkci pulllanu.   
Pro dosažení optimálního poměru biomasa:pullulan je nejvhodnější přídavek 15 g/l  NaCl  
do produkčního média, kdy bylo dosaženo cca 17 g/l biomasy a téměř 10 g/l pullulanu. 
4.2.1.2 Přídavek solného stresu do produkčního média i do inokula 2 
 V experimentu byl aplikován NaCl do inokula 2 (1, 5 a 20 g/l) a do produkčního média (1, 
5, 10, 15, 20, 50, 100 a 150 g/l; kap. 3.4.1.2. ) a byla sledována produkce biomasy a pullulanu 
(graf 8, 9, 10,11). Pro kontrolu byly připraveny kontrolní média se stresovým faktorem pouze 
v produkčním médiu. Porovnáním produkce v kontrolních médii s produkcí v médiích 
s kombinovaným stresem je vidět, že při nižších koncentracích NaCl v produkčním médiu 
byla produkce biomasy a pullulanu vyšší v těch kultivacích, kde nebyl stresový faktor přidám 
di inokula 2.. Naopak u vyšších koncentraci NaCl v produkčním médiu byla produkce vyšší 
v médiích s předchozí preinkubací v inokulu 2.. Nejlépe vyhovoval tento kombinovaný stres v 
produkčním médiu s 20 g/l NaCl. Když se ale zaměříme na produkci pullulanu, tak je patrné, 
že  přídavek soli ovlivňuje spíše produkci biomasy než pullulanu. 
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Graf 8: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovaným stresem (inokulum 1g/l) 
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Graf 9: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovaným stresem (inokulum 5g/l) 
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Graf 10: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovaným stresem (inokulum 5g/l)  
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Graf 11: Produkce pullulanu a biomasy s kombinovaným stresem (inokulum 20 g/l) 
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4.2.1.3 Přídavek stresu v různých časech kultivace 
Stresový faktor v podobě NaCl o koncentraci 10 g/l byl přidáván v nulové, 50. a 80. hodině 
kultivace v produkčním médiu a sledoval se vliv na produkci biomasy a pullulanu (graf 12, 
kap. 3.4.1.3.). 
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Graf 12: Produkce pullulanu a biomasy s přídavkem NaCl v různých časech kultivace 
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Přídavek NaCl v různých časech kultivace neměl žádný výrazný vliv na produkci biomasy, 
ale v případě produkce pullulanu se ukázaly mírné rozdíly. Jak je patrné z grafu č.12, nejvyšší 
výtěžek pullulanu byl zaznamenám u přídavku soli na počátku kultivace v produkčním médiu, 
tedy v nulovém čase, můžeme tedy říci, že doba přídavku nemá významný vliv na produkci 
polysacharidu, je to dáno i tím, že se jedná o extracelulární produkt, který není tolik ovlivněn 
krátkodobou metabolickou změnou kvasinkových buněk. 
4.2.1.4 Průběh růstu kultury v inokulu 2 se stresovým faktorem 
Z grafu č. 13 je patrné,že vlivem NaCl se kultura ve srovnání s růstovou křivkou 
v optimálních podminkách (graf 1) dostane rychleji do exponenciální fáze a tím dochází 
k větší produkci biomasy. Stacionární fáze nastupuje v přítomnosti soli v produkčním médiu 
rovněž dříve než u kontrolní kultivace. 
 
Graf 13: Proměření růstu v inokulu 2 se stresem 
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4.2.2 Etanolový stres 
4.2.2.1 Přídavek stresu do produkčního média  
Do produkčního média se aplikoval etanol o různých koncentracích (0,5, 2,5 a 5%) a 
sledovala se produkce pullulanu a biomasy (graf 14, kap.3.4.2.1.). 
 
Graf 14: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovým stresem 
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V přítomnosti ethanolu již nebylo dosaženo tak příznivých hodnot produkce biomasy a 
pullulanu jako u stresů s NaCl. Výsledky ukazují velké snížení produkce biomasy i 
polysacharidu. Pro produkci pullulanu byla nejvýhodnější koncentrace 2,5 %, naopak 
v případě produkce biomasy byla výhodnější koncentrace 0,5 %. V případě koncentrace 5 % 
bylo zjevné, že kultura za těchto podmínek již neroste ani neprodukuje exogenní metabolity. 
4.2.2.2 Přídavek stresu do produkčního média a do inokula 2 
V následujícím experimentu byl aplikován etanol do inokula 2 (0,5, 1, a 2%) a do 
produkčního média (1, 2, 3, 4, 5 %, kap. 3.4.2.2.) a byla sledována produkce biomasy a 
pullulanu (graf 17,18,19). Pro kontrolu byly připraveny kontrolní média se stresem pouze 
v produkčním médiu. Pro eliminaci chyby stanovení způsobené přítomností redukujících 
cukrů byla koncentrace pullulanu odečtena z rozdílu celkové koncentrace sacharidů a 
koncentrace redukujících sacharidů (tab.5). Ke stanovení celkové koncentrace sacharidů a 
koncentrace redukujících sacharidů bylo nutné sestavit kalibrační závislosti ( tab. 3,4, graf 15, 
16, kap. 3.4.6. a.3.4.7.). Absorbance (tabulka 3,4,5) je průměrná hodnota ze tří měření.  
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Tabulka 4: Kalibrační křivka stanovení sacharidů podle Dubios (kap.3.4.6.2.)  
 
koncentrace 
μg/ml Absorbance
směrodatná 
odchylka 
100 0,392 0,005 
90 0,349 0,008 
80 0,322 0,012 
70 0,254 0,007 
60 0,226 0,009 
50 0,185 0,005 
40 0,137 0,009 
30 0,111 0,007 
20 0,069 0,009 
10 0,024 0,007 
 
Graf 15: Kalibrační křivka stanovení sacharidů podle Dubiose 
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Tabulka 5: Kalibrační křivka redukujících sacharidů (Somogyiho metoda) (kap. 3.4.7.2)  
 
koncentrace mg/l Absorbance směrodatná odchylka 
200 0,965 0,017 
160 0,793 0,008 
120 0,51 0,022 
80 0,319 0,013 
40 0,183 0,006 
 
  38 
Graf 16: Kalibrační křivka redukujících sacharidů (Somogyiho metoda)  
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Tabulka 3: Přepočet množství produkovaného pullulanu 
 
stres celkové množství sacharidů 
množství redukujících 
sacharidů 
inokulum 2 
(%) 
produkce 
(%) absorbance 
koncentrace 
(g/l) absorbance
koncentrace 
(g/l) 
množství 
pullulanu 
0 0 0,122 3,39 0,003 0,12 3,27 
0 1 0,502 12,66 0,574 12,38 0,28 
0 2 0,528 13,30 0,608 13,05 0,25 
0 3 0,536 13,49 0,623 13,34 0,15 
0 4 0,523 13,17 0,687 14,60 0,00 
0 5 0,578 14,51 0,712 15,09 0,00 
0,5 1 0,631 15,81 0,741 15,65 0,15 
0,5 2 0,645 16,15 0,759 16,01 0,14 
0,5 3 0,641 16,05 0,763 16,09 0,00 
0,5 4 0,603 15,12 0,724 15,32 0,00 
0,5 5 0,598 15,00 0,756 15,95 0,00 
1 1 0,695 17,37 0,825 17,30 0,07 
1 2 0,653 16,34 0,814 17,09 0,00 
1 3 0,695 17,37 0,842 17,64 0,00 
1 4 0,689 17,22 0,827 17,34 0,00 
1 5 0,712 17,78 0,863 18,05 0,00 
2 1 0,621 15,56 0,723 15,30 0,26 
2 2 0,602 15,10 0,736 15,56 0,00 
2 3 0,594 14,90 0,727 15,38 0,00 
2 4 0,569 14,30 0,751 15,85 0,00 
2 5 0,587 14,73 0,764 16,11 0,00 
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Graf 17: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovým stresem inokula 2 (0,5%) 
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Graf 18: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovým stresem inokula 2 (1%) 
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Graf 19: Produkce pullulanu a biomasy s etanolovým stresem inokula 2 (2%) 
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Porovnáním produkce v  médii s přídavkem strsového faktoru pouze do produkčního 
média s produkcí v médiích s kombinovaným stresem, je patrné, že produkce biomasy nebyla 
výrazně ovliněna. U všech stresů došlo však ve srovnání s optimální kultivací k výraznému 
poklesu růstu biomasy a takřka k zastavení produkce pullulanu. Přídavek ethanolu o jakékoli 
použité koncentraci tedy působí negativně na růst kultury i produkci polysacharidu. 
4.2.3 Oxidační stres 
Dalším z testovaných stresových faktorů, jímž byla experimentálně regulována produkce 
pullulanu, byl oxidační stres. Do produkčního média se aplikoval peroxid vodíku o různých 
koncentracích (2, 5 a 10 mmol/l, kap. 3.4.3.) a sledovala se produkce pullulanu a biomasy 
(graf 20). 
 
Graf 20: Produkce pullulanu a biomasy s oxidačním stresem 
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V případě  testování koncentrace peroxidu vodíku na produkci  sice byl pozorován drobný 
pokles produkce biomasy i pullulanu, ale žádné výrazně změny při srovnání s kontrolní 
kulturou pozorovány nebyly. Nejvyšší produkce pullulanu bylo dosaženo při 
koncentraci peroxidu 5 mmol/l. 
4.2.4 Vliv koncentrace kyslíku 
V tomto experimentu byla sledována produkce polysacharidu pullulanu a růst biomasy 
v přítomnosti různého množství vzdušného kyslíku (graf 21, kap. 3.4.4.). U tohoto stresu byly 
pozorovány změny jak v případě produkce biomasy, tak i pullulanu. S narůstajícím 
množstvím média v baňce (tj. s klesající dostupností kyslíku pro kulturu) docházelo 
k výraznému úbytku produkované biomasy, avšak u produkce pullulanu došlo k překvapivým 
změnám. Při zvyšování objemu až do hodnoty 150 ml docházelo k poklesu produkce a od 
hodnot 200 ml a více naopak k nárůstu produkce, která dokonce převyšovala produkci 
biomasy, a to několikanásobně. Zdá se, že při vysokém objemu média, tj. při malém 
provzdušnění kultury působí produkce pullulanu jako obranný mechanismus kultury proti 
tomuto stresu. 
 
Graf 21: Produkce pullulanu a biomasy s kyslíkovým stresem 
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4.2.5 Vliv těžkých kovů 
Jako poslední typ stresu byl aplikován efekt těžkých kovů. Do média byly přidávány soli 
Se(IV) a Cr(III), oba prvky byly tedy v mocenství, které je podstatně méně toxické a pro řadu 
organismů sew jedná o esenciální prvky. Do produkčních médií byl aplikován stresový faktor 
v podobě Na2SeO3 (0,01 mM, 0,05 mM) a CrCl3 ( 0,1 mM, 0,5 mM) v různých časech  a 
proměřila se produkce pullulanu a biomasy (Graf 20,21, kap. 3.4.5.).  
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Graf 22: Produkce pullulanu a biomasy se stresem s těžkými kovy 
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Graf 23: Produkce pullulanu a biomasy se stresem s těžkými kovy 2 
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Podle výsledků uvedených v grafu č. 22 a 23 lze uzavřít, že přídavek stresu na počátku 
kultivace měl spíše mírně negativní vliv na růst a produkci, a to hlavně v případě stresu s 
CrCl3. Naopak přídavek stresového faktoru o nižší koncentraci v 50. hodině (graf 22) měl 
pozitivní vliv na produkci biomasy i pullulanu. Dlohodobé působení kovového stresu tedy 
působíý na produkce spíše negativně, zatímco  krátkodobé vystavení stresu pozitivně. 
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5 ZÁVĚRY  
• V předložené bakalářské práci byla zpracována rešerše zaměřená na přehled stresových 
faktorů, producenty pullulanu a na jeho strukturu, funkci a technologické využití. V 
experimentální části byl sledován růst a produkce pullulanu mikroorganismem 
Aureobasidium pullulans v optimálních podmínkách a v prostředí obsahujícím vybraný 
stresový faktor. 
• V průběhu kultivace Aureobasidium pullulans byl v optimálních podmínkách stanoven 
průběh růstové křivky a produkce pullulanu. Fáze zrychleného růstu nastupovala kolem 
10. hodiny a stacionární fáze růstu bylo dosažena po cca 50 hodinách. Koncentrace 
produkovaného pullulanu kopírovala růstovou křívku a rostla společně s biomasou do 
stacionární fáze, kde byla produkce pullulanu již konstantní až do ukončení kultivace.  
• Mikroorganismus Aureobasidium pullulans byl kultivován v podmínkách exogenního 
stresu. Byl studován růst a produkce pululanu v prostředí se změněným přístupem kyslíku 
do produkčního média, a v přítomnosti chemických stresových faktorů o několika 
koncentracích přidávaných v různých fázích růstu: 1–150 g/l NaCl; 2–10 mmol/l H2O2; 
0,5–5 % ethanol; 0,01 a 0,05 mmol/l Na2SeO3; 0,1 a 0,5 mmol/l CrCl3. 
• Snížená dostupnost kyslíku měla za následek postupný pokles produkce biomasy, ale 
pullulan klesal s biomasou jen do určitého bodu a poté došlo opět k nárůstu produkce, 
která několikrát převyšovala produkci biomasy. Zdá se, že proti limitaci kyslíkem se 
organismus bránil právě zvýšenou produkcí  pullulanu. 
• Při chemickém stresu s přídavkem NaCl rostla produkce biomasy do koncentrace 20 g/l. 
Nejvyšší produkce pullulanu 9,63 g/l byla stanovena při koncentraci NaCl v produkčním 
médiu 15 g/l . Pří vyšších koncentraci NaCl začala produkce biomasy rychle klesat, ale 
koncentrace pullulanu klesala jen pozvolna. Kkoncentrace pullulanu vztažené na gram 
biomasy převyšovaly hodnoty v kontrolním médiu pouze koncentrace 15 a 150 g/l. Solný 
stres tedy spíše ovlivňoval produkci biomasy než produkci pulllanu. Přídavek NaCl 
v různých časech kultivace neměl žádný výrazný vliv na produkci biomasy, ale v případě 
produkce pullulanu se nejvyšší hodnoty 4,56 g/l dosáhlo přídavkem stresu na začátku 
kultivace. Kombinovaný stres, kdy byl stresový faktor přidáván i do inokula 2 neměl 
žádný výrazný vliv na produkci biomasy a pullulanu. 
• V přítomnosti ethanolu v kultivačním médiu bylo pozorováno velké snížení produkce 
biomasy i polysacharidu. Při nižší koncentraci ethanolu byl pullulan ještě produkován, ale 
od 2–3 % koncentrace docházelo k úplnému zastavení jeho produkce. V případě 
koncentrace 5% docházelo i k zastavéní růstu biomasy. Při kombinovaném ethanolovém 
stresu došlo u všech použitých koncentrací k výraznému poklesu růstu biomasy a takřka 
k zastavení produkce pullulanu.  
• U přídavku peroxidu vodíku do média byl pozorován drobný pokles produkce biomasy i 
pullulanu, ale žádné výrazně změny při srovnání s kontrolní kulturou pozorovány nebyly. 
Nejvyšší produkce pullulanu 3,99 g/l bylo dosaženo při koncentraci 5 mmol/l. 
• Dlouhodobá expozice kultury vlivu těžkých kovu působila na produkce biomasy i 
pullulanu mírně negativně, naopak krátkodobé vystavení 0.1 mM Cr3+ a 0.01 mM Se4+ 
stresu pozitivně. 
• Shrnutím dosažených výsledků lze konstatovat, že u kmene A. pullulans vykazují některé 
z testovaných stresových faktorů pozitivní efekt na produkci jak pullulanu (4,5 g/l 
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v kontrolní kultivaci, 9 g/l v přítomnosti NaCl 15 g/l) tak i biomasy (11,5 g/l v kontrolní 
kultivaci, 24 g/l v přítomnosti NaCl 20 g/l).  Schopnost kultury růst v přítomnosti těžkých 
kovů se jeví perspektivní zejména z hlediska jejich potenciální sorpce na 
exopolysacharidy.   
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7 SEZNAM ZKRATEK 
ATP adenosintrifosfát 
DNA                      deoxyribonukleová kyselina 
HSP                       protein teplotního šoku 
ROS  reaktivní kyslíkaté deriváty 
UV  záření v ultrafialové oblasti spektra 
CHSK chemická spotřeba kyslíku 
A  absorbance 
C koncentrace 
MO mikroorganismus 
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8 Obrázková příloha 
 
Kontrolní médium Kultivace na třepačkách 
 
Solný stres 1g/l NaCl Solný stres 5 g/l NaCl 
 
Solný stres 15 g/l NaCl Solný stres 10 g/l NaCl 
 
Solný stres 20 g/l NaCl Etanolový stres 
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 Etanolový stres Etanolový stres 
 
Solný stres 50 g/l Kontrolní médium 
 
Solný stres 100 g/l Solný stres 150 g/l 
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